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摘要 : PLM RM Microplitis mediator WEN SS PA AURA (virus-like filaments, 
VLFs). FEMME HOE, VLF ARTERIK, MRNA RE 
体内 。 透 射电 镜 显示 ，VYLEF 中 心 是 电子 致密 物质 ， 外 有 单 层 腊 包 被 ， 直径 约 35 nm. MERA 
明 ，VLF 是 具有 左 螺旋 结构 的 纤 经 ， 负 染 时 的 直径 约 25 nm DE VLF 的 蜂 卵 进入 3 龄 初 寄主 
E, SRR EMMA: 含有 VLF 的 蜂 卵 进入 同样 的 寄主 后 ，88.2% 受到 保护 。VLF MH 
卵 的 保护 作用 在 不 同 发 育 期 的 寄主 中 不 同 ， 在 3 龄 初 的 粘 虫 体内 ， 平 均 有 64.7% 的 初 产 卵 不 被 包 
宫 ， 而 在 4 龄 初 的 粘 虫 体内 ， 只 有 9.5%% 的 初 产 卯 受到 保护 。 这 一 结果 说 明 ，VLF 只 能 为 蜂 卵 提 
供 部 分 的 保护 作用 ， 需 配合 其 它 寄 生 蜂 因子 〈 苯 液 、 蜂 毒 等 ) 共同 作用 于 寄主 的 免疫 系统 。 
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内 寄生 蜂 在 产 卵 时 ， 将 许多 活性 物质 随 着 寄生 蜂 卵 一 同 注 入 寄主 体内 ， 为 蜂 卵 和 随后 孵 
化 的 幼 蜂 营造 了 一 个 适合 生长 发 育 的 内 环境 。 这 些 物质 包括 来 自 雌 蜂 输卵管 竟 Calyx region) 
的 多 分 DNA 病毒 Cpolydnavirus) PDV). 5985242 A 《ovarian proteins OP). JA EF E ROM 
(virus-like particles，VLPs)、 病 毒 样 纤 丝 《virus-like flaments，VLFs) 和 毒 腺 内 的 毒液 
(venom) 等 。 在 保护 寄生 蜂 免 受 寄主 血细胞 包 吉 反应 Cencapsulation) 的 攻击 、 抑 制 寄 主 免疫 
系统 方面 ， 这 些 物质 起 了 非常 重要 的 作用 。 多 分 DNA 病毒 免疫 抑制 的 功能 已 经 被 大 量 的 实 
例 所 证 实 !1-31， 然 而 PV 至 少 需要 2 h 才能 侵入 寄主 血细胞 ， 表 达 其 基因 产物 ， 发 挥 免疫 抑 
制 的 功能 [21。 在 蜂 卵 进入 寄主 体腔 的 早期 ， 必 须 存在 其 它 的 机 制 提供 保护 作用 。Webb 等 认 
AAS Wi Campoletis sonorensis 的 卵 梨 重 白 和 蜂 毒 通过 破坏 寄主 浆 细 胞 和 镑 细胞 的 细胞 骨 
架 ， 抑 制 寄 生 时 期 血细胞 对 蜂 卵 的 包 计 反应 [*5]。 而 侧 沟 草 蜂 Microplitis croceipes ~ 绕 草 蜂 
Apanteles congregalust®] Å. hyphantriae’ 和 姬 蜂 Venturia cazescenslL3 的 输卵管 苯 液 中 的 病 
毒 样 颗 粒 《VLP)， 能 抑制 各 自 寄主 对 初 产 卵 的 包 赛 反应 ， 其 中 ，V、，canescens 的 VLP AB 
在 蜂 卵 的 表面 ， 使 蜂 卵 躲避 了 寄主 免疫 系统 的 识别 8#?9J]。 另 外 ，Tanaka WË T P EWA 
Microplitis mediator 输卵管 苯 液 中 含有 一 种 具有 DNA 分 子 的 病毒 样 纤 丝 《VLF)。 这 种 VLF 
粘 附 在 蜂 卵 的 表面 ， 对 保护 蜂 卵 起 了 一 定 的 作用 "1 中]。 本 文 作者 就 中 红 侧 沟 草 蜂 VLE 的 特征 
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和 功能 进行 了 研究 。 
1 材料 和 方法 


1.1 实验 昆 

中 红 侧 沟 草 蜂 以 3 龄 粘 虫 Mythimna separata 作为 寄主 饲养 ， 成 蜂 收 集 在 放 有 10% BH 
水 棉 球 的 指 型 管 中 。 粘 虫 用 半 人 工 饲料 10, 在 (2S+0.S)C，161:8D 光 周期 的 条 件 下 咀 
养 。 
1.2 雌 蜂 卵巢 内 卵 的 获得 

肉 蜂 生殖 系统 的 构造 见 图 版 1-1. CoRR PREP HERS, TERinger’s FKP, ARG 
着 腹部 末端 ， 轻 轻 拉 出 生殖 系统 。 以 卵 业 管 末 亲 的 绒 缩 为 界 ， 获 得 两 种 类 型 发 育成 熟 《 以 卵 
顶部 的 滋养 细胞 消失 作为 标志 》 但 未 产 出 的 卵 ， 即 卵巢 管 卵 和 输卵管 葛 区 卵 。 得 到 的 蜂 卵 用 
Ringer’ s 生理 盐水 清洗 5 次 ， 注 射 寄主 或 显 微 观察 。 
1.3 MF SIRE 

ERA 20 头 左右 交配 过 肉 蜂 的 指 型 管 中 ， 放 入 3 龄 的 粘 虫 持续 0.5 h EIERE A ER 
内 产 出 多 粒 卵 ， 解 剖 寄 主 ， 得 到 初 产 的 蜂 卵 。 用 Ringer”s 生理 盐水 清洗 $ 次 ， 注 射 寄主 或 显 
微观 察 。 
1.4 注射 寄主 

选取 3 龄 初 (2 龄 晓 皮 后 0 天 ) 和 4 龄 初 (3 龄 晓 皮 后 0 天) GRE RON, AM E 
VLF 对 不 同 蜂 卵 《 卵 梨 管 卯 、 输 卵 管 苯 区 卵 、 初 产 卵 )》 的 保护 作用 。 将 寄主 浸没 于 蒸馏 水 中 
10 min 后 取出 ， 用 拉 细 的 玻璃 针 吸 取 1 粒 上 述 清洗 过 的 蜂 卵 ， 随 同 0.5 uL 的 Ringer’s 生理 盐 
水 从 粘 忠 腹部 第 1 对 腹 足 之 一 注入 。 注 射 后 的 粘 虫 用 半 人 工 饲 料 ， 在 (2540.50, ，16 L: 
8 D 的 光 周 期 下 饲养 ，24 h ABI ARORA E RITA 
1.5 ”电镜 观察 
1.5.1 透射 电镜 : 将 2 龄 粘 虫 暴露 在 30 头 肉 蜂 的 攻击 下 5 min 后 ， 立 即 投 入 4C，2.5S% 的 
成 二 醛 中 前 固定 4 h 以 上 ，0.1 mol/L 的 PBS 冲洗 ，19% 的 钞 酸 后 固定 2 h， 乙 醇 梯 度 脱水 ， 
Epon 812 包 埋 ， 选 取 腹 部 第 3 对 腹 足 附近 (观察 表明 ， 蜂 卵 多 集中 于 此 部 〉》 进 行 超 薄 切片 ， 
酷 酸 铀 和 柠檬 酸 铅 染 色 ， 透 射电 镜 观 察 。 

fERinger’s 生理 盐水 中 拉 出 雌 蜂 卵 梨 ， 尖 嘴 钥 撕 破 输卵管 苯 ， 吸 取 少 量 苯 液 〈calyx flu- 
id) AERA Formvar 膜 的 铜 网上， 再 滴 加 少量 2% 磷 铝 酸 溶液 ， 目 然 风 干 后 透射 电镜 观察 。 
1.5.2 扫描 电镜 : 用 0.1% 的 聚 赖 氨 酸 预 处 理 盖 玻 片 作 为 载体 ， 三 种 蜂 卵 《卵巢 管 卵 、 输 卵 
管 葛 区 卵 、 初 产 卵 》 分 别 沉积 在 这 种 盖 玻 片上 ，4% 的 成 二 醋 4 下 固定 1 天 以 上 ，0.1 mol/L 
的 PBS 冲洗 ， 乙 醇 梯 度 脱水 ， 酯 酸 异 成 酯 浸透 ， 临 界 点 干燥 ， 喷 金 后 扫描 电镜 观察 。 


2 结果 


2.1 VLF 的 形态 、 分 布 和 去 向 
从 卵 梨 管 、 输 卵 管 尊 和 寄主 体内 分 别 得 到 三 种 类 型 的 蜂 卵 ， 扫 描 电 镜 结 果 显 示 ， 来 自 卵 
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巢 管 的 蜂 卵 表面 光滑 ， 没 有 外 物 附 着 《图 版 I[: 2); MRE RONSON a EAA IN 
产 卵 表面 都 附 有 大 量 的 絮 状 纤 丝 〈 图 版 IT: 3，4)， 说 明 卵 巢 管 中 不 含有 VLF， 而 蜂 卵 在 从 
卵巢 管 经 过 输卵管 苯 后 ， 表 面 获 得 了 VLF， 即 VLF 存在 于 输卵管 苯 中 。 对 于 单个 的 肉 蜂 来 
说 ， 每 次 产 卵 的 间隔 在 1 min 以 上 ， 这 段 时 间 可 能 保证 了 蜂 卵 从 卵巢 管 进入 输卵管 苯 能 够 充 
分 地 “孵育 ” 使 之 带 上 VLF。 从 透射 电镜 可 以 看 出 ， 产 出 卵 的 表面 有 直径 约 35 nm 的 颗粒 
(VLF 被 横 切 时 )》 PRA CRAIN WE CART: 5)。 同 时 可 以 看 出 ，VLF 内 含 电 子 致 
密 物 质 ， 外 有 膜 包 被 。 本 实验 透射 电镜 观察 到 VLF 膜 内 包含 的 电子 致密 物质 可 能 是 DNA。 
另外 ， 从 负 染 电镜 同样 可 以 观察 到 昔 液 的 VLE RTE (RARI: 6)， 此 时 见 到 的 VLF 是 一 
种 具有 左 螺 旋 结 构 的 极 长 的 细 丝 ， 直 径 约 25 nm。 
2.2 VLF 对 蜂 卵 的 保护 作用 

由 上 述 显 微观 察 的 结果 得 知 ， 卵 巢 管 中 的 卵 表面 没有 VLF， 而 输卵管 葛 中 的 蜂 卵 表面 附 
有 大 量 的 VLF。 将 这 两 种 类 型 的 蜂 卵 分 别 注射 入 3 龄 初 的 粘 虫 体 肉 ， 可 以 见 到 88.24% HB 
有 VLF 的 蜂 卵 《输卵管 苯 区 卵 ) 受到 保护 ， 而 没有 VLF 的 蜂 卵 《卵巢 管 卵 ) 全 部 受到 寄主 
免疫 系统 的 攻击 〈 表 1)。 这 一 结果 说 明 ，VLF 能 够 使 蜂 卵 免 遭 寄主 免疫 系统 的 攻击 ， 保 护 蜂 
卵 不 被 寄主 血细胞 包 守 。 

为 了 进一步 实验 VLF 对 蜂 卵 的 保护 作用 ， 将 初 产 卵 经 Ringer”s 生理 盐水 清洗 5 次 后 ， 注 
入 两 种 不 同 发 育龄 期 的 寄主 ，24 h 后 检查 蜂 卵 被 包 守 的 情况 ， 结 果 见 表 2。 

表 1 3 龄 初 粘 虫 对 不 同 部 位 蜂 卵 的 免疫 反应 


Table 1 Immune response to the parasitoid eggs from different ovary regions injected into 3rd instar host larva 











注射 虫 数 〈 头 ) ”未 被 包 计 卵 数 “ 粒 ) BASMA ON) ARAB ETE 0%) 


蜂 卵 的 来 源 
Number of hosts Number of umen- Number of encap- Percentage of umen- 
Source of parasitoid egg A 
injected capsulated eggs sulated eggs capsulated eggs 
MRE lateral oviduct 20 0 14 0 
tor ON SSX calyx region 20 15 2 88.2 


R2 注射 24 h 后 初 产 卵 在 不 同 寄 主体 内 的 状况 
Table 2 State of the newly-laid parasitoid eggs in different age hosts 24 hour after injection 





寄主 龄 期 注射 虫 数 〈 头 ) 重复 次 数 FAR ELSA 6%) * 

Host age Number of hosts injected Repeated times Average percentage of unencapsualed eggs 
3 #247] early 3rd instar 20 3 64.72 | 3.84 
4 #47] early 4th instar 20 3 9.511 12.4 


x 平均 值 | 标准 差 Mean 1 SD 


高 龄 幼虫 包 圳 异物 的 能 力 大 于 低龄 幼虫 1 。3 龄 初 的 粘 虫 体内 平均 有 64.72% 的 初 产 卵 
受 保护 不 被 寄主 血细胞 攻击 ;而 对 于 RIR, FIG RA 9.51% POM. KE 
可 以 看 出 ， 当 寄主 免疫 能 力 提高 时 ， 受 VLF 保护 的 蜂 卵 被 寄主 血细胞 包 讲 的 数目 迅速 增加 ， 
也 就 是 VLF 为 蜂 卵 提供 了 一 种 有 限 的 保护 作用 ， 不 足以 抵抗 寄主 较 强 的 免疫 攻击 。 实 际 上 ， 
自然 状态 下 上 肉 蜂 产 卵 或 蜂 卵 随同 葛 液 一 同 注 入 4 龄 初 寄主 ， 蜂 卵 不 被 包 赛 的 比率 几乎 达 
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100% 《未 显示 资料 )。 这 种 情况 下 ， 莫 液 起 了 极其 重要 的 作用 。 虽 然 目前 没有 中 红 侧 沟 革 蜂 
PDV 的 报道 ， 但 有 迹象 表明 ， 该 寄生 蜂 苯 液 中 除了 VLF 外 ， 还 有 PDV 的 存在 《 另 文 报道 )。 

另外 ， 在 蜂 卵 注入 寄主 后 24 bp， 所 有 被 包 守 的 卵 都 没有 或 省 有 开始 进行 胚胎 发 育 ， 并 且 
有 部 分 卵 表 面 黑 化 ， 在 未 被 包 赛 的 蜂 卵 中 ， 初 产 卵 《受精 或 未 受精 的 都 能 进行 正常 的 胚胎 
AR (BRI: 7)， 而 没有 产 出 的 输卵管 葛 区 中 的 卵 ， 看 不 到 任何 胚胎 发 育 的 迹象 ， 形 态 上 
仍 象 24 h ATER ONE SPE. 


3 讨论 


昆 下 血细胞 对 异物 的 识别 机 制 还 不 完全 清楚 [1671]， 但 有 些 寄生 蜂 卵 或 幼虫 的 表面 物质 同 
寄主 某 些 蛋白 具有 相同 的 免疫 原 性 ， 使 寄主 的 免疫 识别 系统 将 之 作为 自身 物质 而 认同 [16]， 这 
种 模拟 寄主 物质 ， 被 动 躲避 寄主 免疫 系统 监控 的 机 制 ， 往 往 和 其 它 主动 破坏 或 抑制 寄主 免疫 
系统 的 机 制 协同 作用 ， 保 护 寄 生 蜂 能 够 在 寄主 血 腔 中 安全 正常 地 生长 发 育 。 中 红 侧 沟 草 蜂 的 
VLF 包 庄 在 蜂 卵 的 表面 ， 针 对 不 同龄 期 的 寄主 ， 为 蜂 卵 提供 了 不 同 程度 的 保护 作用 ， 虽 然 这 
种 保护 作用 更 象 是 以 上 所 述 的 被 动 躲避 机 制 ， 但 目前 对 此 还 没有 直接 的 证 据 :， 不 过 ， 其 它 的 
实验 表明 ， 所 有 注射 具有 VLE 蜂 卵 的 寄主 ， 蜂 卵 一 旦 被 免疫 系统 杀 死 ， 那 么 该 寄主 都 能 正常 
EKRA. BA. Pi OR EAB, 这 一 结果 不 同 于 Pov 对 寄主 的 作用 ，PDY 不 仅 
能 够 主动 抑制 寄主 的 免疫 反应 ， 而 且 能 够 抑制 寄主 的 发 育 ， 使 之 不 能 化 里 [: 玖 ]。 由 此 ，VLF 
的 作用 似乎 只 限于 为 初 产 的 蜂 卵 提供 部 分 的 保护 作用 。 

VLE 负 染 电镜 中 左 螺 旋 的 形态 是 一 种 有 趣 的 结构 ， 这 种 结构 是 否 在 VLF 粘 附 蜂 卵 和 /或 
躲避 寄主 免疫 识别 ， 进 而 保护 蜂 卵 的 功能 中 起 了 作用 ， 现 在 还 不 清楚 ， 对 这 一 问题 的 进一步 
研究 ， 将 为 回答 昆虫 免疫 识别 机 制 的 问题 提供 线索 。 


致谢 ”感谢 动物 研究 所 于 延 芬 女士 和 买 国庆 先生 在 照片 冲洗 过 程 中 提供 的 帮助 。 
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Property and function of virus-like filaments in calyx region 
of the endoparasitoid Microplitis mediator 


QIN Qi-lian; GONG He» DING Cui: QI Yue-min» GAN Ya-ling» LI Shi-wen 
(State Key Laboratory of Integrated Management of Insects and Rodents; Institute of Zoology; 
the Chinese Academy of Sciences: Beijing 100080, China) 


Abstract: There were virus-like filaments (VLFs) in the calyx regions of oviduct in the female 
wasp» Microplitis mediator Haliday. When an egg passed through the calyx region» the VLF at- 
tached to its surface and entered into the hemocoel of the host along with the egg. Transmission 
electron microscopy showed that an electron dense core of 35 nm in diameter was wrapped by one- 
layer membrane in the center of the VLF. The VLF exhibited a very long levogyrate structure 
with a diameter of 25 nm under negative staining. All of the wasp’ s eggs without VLFs were en- 
capsulated in the hosts, early 3rd instar larvae of Mythimna separata while 88.2% of eggs were 
protected from encapsulation when they were covered by VLFs in the same host. The ability of 
VLF in protecting the wasp’s eggs from encapsulation was different in the hosts at different 
stages. 64.7% and 9.5% newly-laid eggs was unencapsulated in the early 3rd and 4th instar host 
larvae respectively. These results suggested that the VLF only provided partial protection for the 
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wasp’s eggs and other factors calyx fluid and venom, etc. ) should make certain contribution to 
the immune system of the host; too. 


Key words: Microplitis mediator: Mythimna separata; virus-like filaments; VLF; encapsulation 


图 版 说 明 (Explanation of Plates ) 


AKI (Plate I ) 


1. HERRERA reproductive system of the female wasp 
ca: MONE SS calyx: ov: 卵巢 管 ovaricle; vg: 毒 腺 venom gland; vv: $Æ venom vesicle 
au KAN OR RS FO ON SSS A ee. SA PP Rh Sp UR BORE Cov) FUTON ESE Cea) 
The arrow shows shrink between ovaricle and calyx. The eggs for injection came from ovariole and calyx, respectively 
2. 卵巢 管 中 蜂 卵 的 扫 朱 电镜 SEM of the egg from ovariole 
3. 和 输卵管 葛 中 蜂 卵 的 扫描 电镜 《表面 有 大 量 的 VLA SEM of the egg from calyx，on which there are a lot of VLFs 
4. 初 产 卵 的 扫描 电镜 “表面 有 大 量 的 VLF) SEM of newly-laid egg, on which there are a lot of VLFs 


图 版 本 (Plate I ) 


5. 初 产 卵 在 寄主 体内 的 透射 电镜 TEM of newly-laid egg in hemocoel of the host 
egg: 寄生 蜂 卵 parasitoid egg: ch: INF chorion: hem: 寄主 体腔 hemocoel of the host 
箭头 示 卵 壳 表 面 的 VLF， 可 见 到 电子 致密 的 核心 外 包 有 单 层 的 膜 
The arrow shows VLFs on the chorion; in which an electronic dense core covered by a single membrane can be seen 
6. HERON SSR RAR VLF BA EA) 
Electronic micrograph of calyx fluids in which VLFs show levogyrate structure, negative stained 
7. 初 产 卵 分 别 注 射 入 3 龄 初 和 4 龄 初 的 粘 虫 12 h 后 ， 蜂 卵 的 状况 
State of newly-laid parasitoid eggs 12 hour after injection into early 3rd and 4th host hemocoel> respectively 
unen: 3 tH BRA ASHORE. J RATE A E A Embryogenesis of an unencapsulated parasitoid egg in ear- 
ly 3rd instar host hemocoel; en: 4 HE RAN HORSE MAMA, FARMS Bh CHAIRS) A parasitoid 
egg encapsulated by multilayer hemocytes in early 4th instar host hemocoel, the arrow indicated the melanized part on the egg 
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